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[Ca2+]cyt: cytoplasmic Ca2+ concentration  
BiFC: bimolecular fluorescent complementation  
BKCa: large-conductance Ca2+-activated K+ channel 
BSA: bovine serum albumin 
Ca2+: calcium ion 
Cav: caveolin 
Cav1-/-: Cav1 knockout mice 
cDNA: complementary DNA 
CFP: cyan fluorescent protein 
CICR: Ca2+-induced Ca2+-release 
CRAC: Ca2+ release-activated Ca2+ channel 
CSD: caveolin scaffolding domain 
Cx: connexin 
DNA: deoxyribonucleic acid  
DMEM: Dulbecco’s modified eagle’s medium 
EGTA: O, O’-Bis (2-aminoethyl) ethyleneglycol-N, N, N’, N’-tetraaccetic acid 
ER: endoplasmic reticulum 
FBS: fetal bovine serum 
FRET: fluorescence resonance energy transfer  
GFP: green fluorescent protein 
HEK293: human embryonic kidney cell 
HEPES: 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 
ICCs: interstitial cells of Cajal 
ICLCs: interstitial Cajal-like cells 
IK: intermediate-conductance Ca2+-activated K+ channel 
JP: junctophilin 
MCD: methyl--cyclodextrin 
mCherry:   
mRNA: messenger RNA 
NCX: Na+/Ca2+ exchanger  
Pax: Paxilline 
PBS: phosphate buffered saline 
PM: plasma membrane 
RNA: ribonucleic acid 
RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 
RyR: ryanodine receptor 
siRNA: short interference RNA 
SK: small-conductance Ca2+-activated K+ channel 
SR: sarcoplasmic reticulum 
STOCs: spontaneous transient outward currents 
TIRF: total internal reflection fluorescence  
TRP: transient receptor potential 
VDCC: voltage-dependent Ca2+ channel 
WT: wild type 














ンの細胞質濃度が mM オーダーであるのに対して、通常時の[Ca2+]cytは数十 nM から百 
nM 程度という非常に低い濃度に保たれており、細胞外 Ca2+とは一万倍以上の濃度勾配











































もペースメーカー細胞群（カハールの介在細胞；ICC（interstitial cells of Cajal）、ICC 様





Ca2+オシレーションが Ca2+活性化 Cl-チャネルの TMEM16A を活性化して、膜電位の脱
分極を惹起する機構が想定されている（図 2）(5) (6) (7)。一般的に、ICC における Ca2+
オシレーションは、主に小胞体からのイノシトール 1,4,5－三リン酸受容体（IP3R)を介
した Ca2+放出によって惹起される(8)。 




これまで当研究室を含む複数のグループが、ICC や ICLC に 3 型リアノジン受容体
（RyR3）が発現することを見出した(9) (10)。RyR は 3 種類のサブタイプが知られる小
胞体膜上に発現する Ca2+放出チャネルであり、RyR1 は骨格筋、RyR2 は心筋・平滑筋、
RyR3 は脳に主に高発現する。いずれのサブタイプについても HEK293 細胞に発現させ
ると周期的な Ca2+オシレーションを発生させることが知られていたが(11) (12)、ICC に



































と筋小胞体膜上の RyR との相互作用によって形成されると想定されていた。RyR は、










JP は 1 から 4 までのアイソフォームが存在し、それぞれ組織特異性の高い特徴的な
発現分布とノックアウトマウスの表現型が知られている（図 3D）(23)。アミノ末端側
が細胞膜の脂質を認識し、カルボキシ末端側が小胞体・筋小胞体膜を一回貫通すること
で、細胞膜と ER/SR 膜を架橋する特徴的な構造を有すると考えられている（図 3B）。
細胞膜を認識する部位は 14 残基のアミノ酸の 8 回繰り返し配列によって形成されてお
り、membrane occupied recognized nexus（MORN）motif と呼ばれる。6 番目と 7
番目の MORN motif の間には joining region と呼ばれるドメインが存在し（図 3A）、




















図 3 JP family について 
A：JP の一次構造と機能ドメイン。B、C：細胞膜と小胞体膜を架橋する JP の二次構造と心筋
細胞の結合膜構造を示した電子顕微鏡画像。JP は MORN motif を介して横行小管の細胞



















平滑筋の収縮には細胞全体の[Ca2+]cyt上昇が必要であり、主に 2 種類の Ca2+動員機構
が存在する。受容体刺激時に Gq 型タンパクを介してホスホリパーゼ C が活性化して
産生する IP3が、IP3R からの Ca2+放出を誘発する IP3誘発性 Ca2+放出機構と、脱分極刺
激時に細胞膜上の電位依存性 Ca2+チャネルが活性化され、細胞外から流入した Ca2+が
RyR からの Ca2+放出を誘発する Ca2+誘発性 Ca2+放出機構（CICR）である。当研究室で
は特に後者の機構に着目し、活動電位発生時に細胞全体の[Ca2+]cyt 上昇に先行して、細
胞膜近傍の局所部位におけるスポット状の急激な[Ca2+]cyt 上昇、“Ca2+ホットスポット”
の発生を報告してきた(27) (28)。さらに、この局所的な Ca2+ホットスポットが他の RyR
を活性化させることで、細胞全体の[Ca2+]cyt が上昇するような広範囲に及ぶ CICR の発
生を惹起していることを見出している(29)（図 4A）。  
また、上記のように細胞膜が脱分極した“興奮時”に対して、膜電位が安定した“静止
時”においても、[Ca2+]cytは平滑筋張力の調整に重要な役割を果たしている。静止時の平




























































制御においてカベオラが BKCaチャネルと VDCC、RyR 間の機能連関を直接的あるいは
間接的に促進していることを見出してきた(36) (37)。 
















図 5 平滑筋細胞におけるカベオラ 
ラット膀胱平滑筋細胞の電子顕微鏡画像。赤で示した部分が細胞膜で、陥入した構造がカベ







以上の背景より、本研究では時間的・空間的に制御された RyR からの Ca2+シグナル























 野生型 C57BL/6 マウス（WT）を日本 SLC から購入して使用した。一部の実験では、







に除去した。Ca2+-Mg2+ free Hank’s 溶液中で組織を細断し、5 分間のプレインキュベー
ションを行った後、0.4 % collagenase（和光純薬）と 0.1 % papain（Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA）を含む 37℃の Ca2+-Mg2+ free Hank’s 溶液中で 40 分間酵素処理した。その後、





1. HEK293 細胞の培養法 
ヒト胎児腎臓由来 293 細胞（HEK293 細胞）はヒューマンサイエンス研究資源バンク
から購入した。10% ウシ胎児血清（Sigma）、10mg/mL ペニシリン（和光純薬）、10 mg/mL 
ストレプトマイシン（meiji seika）を含有した D-MEM 培地（和光純薬）中で 37℃、5% 
CO2 条件下で培養した。標識した各種遺伝子のプラスミドは、リポフェクション法
（Lipofectamine 2000, Invitrogen）を用いて行った。 
 
2. 腸間膜動脈平滑筋細胞の初代培養法 
 2 % FBS（Sigma）、10 mg/mL ペニシリン（和光純薬）、10 mg/mL ストレプトマイシ
ン（meiji seika）を含有した M199 培地（Sigma）中で 37 ℃、5 % CO2条件下で培養し










JP2 遺伝子（NM_020433.4）を PCR 法によって得た後、ライゲーション試薬（Ligation 
highVer. 2; TOYOBO）を用いてベクターpcTA（TaKaRa）に導入した。発現解析には各
種発現ベクターを用いて、JP2 のアミノ末端側に GFP（pAcGFP-C1, Clontech Laboratories, 
Mountain View, CA, USA）、CFP（pECFP-C1, Clontech Laboratories）、mCherry（pmCherry-C1, 
Clontech Laboratories）を付与した蛍光標識体を作製した。また、結合ドメインの解析に
は切除変異体を作製し、アミノ末端側あるいはカルボキシ末端側に VN173
（pBiFC-VN173, addgene）および VN155（pBiFC-VN155, addgene）を付与した BiFC 標
識体を作製した。 
RyR3 は pcDNA3 あるいは順天堂大学 村山准教授より供与された組み換えバキュロ




子を高効率に発現できるようCMV プロモーターおよびWoodchuck hepatitis virus由来の
post-translational regulatory element (WPRE) を挿入させてある。ドナーベクターのマルチ
クローニングサイトに目的遺伝子を挿入した後、Baculovirus シャトルベクター（Bacmid） 



















Ⅱ-5. RNA 抽出および RT- PCR 法 
AGPC 法 （Acid Guanidium Thiocyanate-Phenol Chloroform Method）(39)によりマウス
空腸 ICC あるいはマウス腸間膜動脈から total RNA を抽出し、SUPERSCRIPTⅡ/RNase(-)
逆転写酵素（Invitrogen, CA, U.S.A）とランダムプライマー、あるいは ReverTra Ace Master 
mix（TaKaRa）を用いて cDNA を合成した。マウス空腸 ICC の cDNA は、名古屋大学
大学院医学研究科 中山准教授から供与されたものを用いた。ICC は、Kit 受容体の抗体
（PE-ACK2）を用いた細胞免疫染色によって陽性を示した細胞が顕微鏡下で収集された。
RT-PCR産物は 2.5 %アガロースゲルを用いた電気泳動によって分離し、これを 0.5 g/ml
臭化エチジウムで染色した後、FAS-Ⅲ（Toyobo）によって染色像を取得した。 
 
Ⅱ-6. Real-time PCR 法 
cDNA を鋳型にして PCR 検出定量システムを用い、Real-time PCR を行った。SYBR 
Premix サイバーグリーンアッセイ法を用いてサイクルごとの蛍光を測定し、その蛍光












ランプ法を用いた(40)。記録電極は外径 1.04~1.08 mm のガラス管からマイクロピペット
プラー（P-1000; Sutter instrument）を用いて製作し、顕微鏡下で先端を熱加工した（heat 





電）を用いて増幅し、AD 変換器（DIGIDATA 1440A; Axon Instruments）、Clampex ソフ
トウェア（Ver8.2; Axon Instruments）を用いてコンピュータ上に記録した。データの解
























Ⅱ-8. Argus/HiSCA を用いた蛍光測定 
1. Fura-2/AM を用いた[Ca2+]cyt測定 
Fura-2 acetoxymethyl ester（Fura-2/AM, Invitrogen）を用いた[Ca2+]cytの測定には、高速
CCD カメラ蛍光画像解析システム ARGUS/HiSCA（Hamamatsu Photonics）による Ca2+
イメージングを行った。測定用チャンバーに細胞を播種したガラス片を固定して 10 M 
Fura-2/AM を添加し、約 30 分間室温で遮光静置して細胞に負荷した。その後、HEPES
溶液で過剰の Fura-2/AM を洗浄した後、測定を開始した。細胞内に取り込まれた色素を




離定数（Kd）は 224 nmol/L とした。[Ca2+]cyt = Kd  (R－Rmin) / (Rmax－R)  (Ff / Fb) 
 
2. 膜電位感受性色素 di-4-ANEPPS を用いた膜電位測定 
膜電位感受性色素として、100 mV の膜電位変化に対して 2-10 %程度の蛍光変化が生
じることが知られている高速反応性色素の di-4-ANEPPS を用いた。測定用チャンバー
に細胞を播種したガラス片を固定して 10 M di-4-ANEPPS を添加し、約 15 分間室温で








テム（TE2000-U, Nicon; C9100-12, AQUACOSMOS 2.6, 浜松ホトニクス）を用いた(36)。
対物レンズは 60 倍（CFI Plan Apo TIRF 60×1.45, Nikon）の油浸レンズを用いた。 
mCherry 標識体の一分子可視化解析と Ca2+スパークの同時測定では、mCherry を付与
した JP2（mCherry-JP2）あるいは Cav1（mCherry-Cav1）をマウス腸間膜動脈平滑筋初
代培養細胞に一過性発現させ、mCherry 粒子の一分子可視化解析を行った。この時、
Fura-4 acetoxymethyl ester（Fluo-4/AM, Invitrogen）を負荷し、Ca2+スパーク測定も行った
(41)。Fluo-4/AM は Ar laser: 488 nm（spectra-Physics, Santa Clara, CA）、mCherry は He/Ne 
laser: 543nm（Melles Griot, Carlsbad, CA）で励起させて、Dual filter（Omega Optical）: 
DM480-495/538-556 nm, BA505-530/570-660nm を用いて測定した。465 ms の露光時間で
mCherry 粒子を 30 秒間記録した後、Ca2+蛍光画像を 27.3 ms の露光時間で 30 秒間記録
した。Ca2+蛍光強度変化は F/F0（%）で表記した。  
13 
 
Ⅱ-10. Acceptor photobleaching 法による FRET 解析 
 対象とする 2 分子の分子間相互作用を解析するため、蛍光共鳴エネルギー移動（FRET: 
Fluorescence Resonance Energy Transfer）を測定した。本研究では、測定対象とする 2 つ
のタンパク質に CFP および YFP を付与して一過性発現させ、CFP をドナー、YFP をア
クセプターとして用いることで、YFP の強制的な消光による Acceptor photobleaching 法
を実施した（図）。YFP photobleaching 前後で 405 nm および 488 nm 波長のレーザー光で
励起した時の蛍光を TIRF 顕微鏡で撮影した。FRET 効率（EFRET）は、検出された蛍光
強度の変化をもとに、計算式（EFRET=(CFPpost-CFPpre)/(CFPpost)×100）により算出した。
CFP の蛍光は HQ-CFP （ DM450/BA460-510; ニコン）、 YFP の蛍光は HQ-YFP
（DM510/BA520-560; ニコン）を用いて測定した。YFP photobleaching には、水銀ラン
プ（100W, C-SHG1; ニコン）および G2A フィルター（EX510-560/DM575/BA590; ニコ




ッシュに播種して沈着を確認した後、4 %PFA を 15 分間処置して固定した。二重免疫抗
体細胞染色法における MCD 群は沈着を確認した直後に、10mM MCD を含有する
Ca2+-Mg2+ free Hank’s 溶液に置換して 15 分間処理した後、同様に固定した。PBS（－）
で十分に洗浄した後、ヤギ由来抗 JP2 ポリクローナル抗体（ab16293, SantaCruz; 1:50）、
ウサギ由来抗 BKポリクローナル抗体（APC-107, AlomoneLaboratories, Jerusalem, Israel; 
1:200）、ウサギ由来抗 Cav1 ポリクローナル抗体（Sigma-Aldrich, 1:1000）、マウス由来抗
RyR モノクローナル抗体（clone 34C; Sigma, St Louis, MO, 1:1000）を希釈し、懸濁した
0.2% Triton X-100、2 % BSA 含有 PBS 溶液を 4°C 約 12 時間遮光条件で適用した。その
後 PBS により洗浄し、Alexa Fluor 488 標識抗ヤギ IgG 抗体（Molecular Probes; 1:1000）、
Alexa Fluor 405 標識抗ウサギ IgG 抗体（Molecular Probes; 1:1000）、Alexa Fluor 488 標識
抗マウス IgG 抗体（Molecular Probes; 1:1000）、Alexa Fluor 405 標識抗マウス IgG 抗体
（Molecular Probes; 1:1000）を各種懸濁した 2% BSA 含有 PBS 溶液で常温、1 時間イン
キュベーションした。PBS 溶液で洗浄後、共焦点レーザー顕微鏡(A1R / Ti-E, Nikon)、ま
たは、TIRF 顕微鏡を用いて観察した(41)。蛍光観察は、Alexa405 は blue diod laser: 405nm
（Coherent, Santa Clara, CA, USA）で励起させて、HQ-CFP フィルター（DM450/BA460-510, 













形成される小孔を透過できるタンパクの分子量は最大 17 kDa と想定されているが、本







血管組織を次の溶液に順に浸した。①Solution 1: 4℃, 20 分、②Solution 2: 4℃, 90 分、③
Solution 3: 4℃, 30 分、④Solution 4: 22℃, 30 分。この後、Solution 4 に 10 mM CaCl2溶液
を終濃度 0.01 mM、0.1 mM、1.8 mM となるように、15 分ごとに添加した。2% FBS、10 
mg/mL ペニシリン、10 mg/mL ストレプトマイシンを含有した M199 培地中で 37℃、5% 
CO2条件下で 4 日間組織培養した後、実験に用いた。 
 
Ⅱ-13. ウエスタンブロティング法および共免疫沈降法 
 Thermo Scientific より購入した Pierce Co-IPimmunoprecipitation Kit（#26149）を用いて
行った(37)。プロテアーゼ阻害薬（Sigma-Aldrich）の添加された Lysis buffer を用いて各
遺伝子の発現した HEK 細胞または、ラット腸間膜動脈を可溶化し、ホモジェネートを
15000×g、4℃で 10 分間遠心して上清を得た。この上清を control resin で 30 分間洗浄し
た後、10g の抗カベオリン抗体および抗 BK抗体を結合させた Amino Link Plus 
Coupling Resin に 4℃で一晩攪拌しながら反応させた。その後 Lysis buffer で洗浄し、
Elution buffer によって溶出させたタンパク質に 5×sample buffer を加え、SDS-PAGE（7.5%）
で分画し、ニトロセルロース膜に転写した。ブロッキングは、Blocking solution
（BCL-BKBW-01; Beacle, Inc.）を用いて室温で 1 時間振盪して行った。Signal Booster 
Solution A（BCL-105A; Beacle, Inc.）中に一次抗体(anti-JP2）を希釈し、4℃で一晩反応
させた。十分洗浄した後、二次抗体を Signal Booster Solution B（BCL-105B; Beacle, Inc.）
に希釈し 4℃で一時間反応させた。洗浄した後、ECL検出システム（Amersham Biosciences）
と Image Reader（Las-3000 mini；富士フィルム、東京）で解析した。 
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Ⅱ-14. in situ Proximity ligation assay（PLA） 
Sigma-Aldrich より購入した Duolink® PLA を用いて行った。本手法は、顕微鏡観察用














抗体および抗 Cav1 抗体）を処置し、12 時間後に残留する一次抗体を洗浄した。次に、
PLA プローブが標識された二次抗体（PLUS および MINUS）を混合した溶液を添加し
て、37 ℃で 1 時間インキュベートした。この溶液を十分洗浄した後、DNA リガーゼ酵
素が含まれるライゲーション溶液を添加し、37 ℃で 30 分間インキュベートした。溶液
の洗浄後、DNA ポリメラーゼと蛍光標識物質が混合された増幅用試薬を添加し、37 ℃









図 6  In situ PLA の原理図（Duolink® PLA（Sigma-Aldrich）より引用） 
A：標的タンパク質に一次抗体が結合した状態。B：PLA プローブが標識された二次抗体が一
次抗体に結合した状態。C：オリゴヌクレオチドとライゲーション試薬を添加して環状 DNA が
形成された状態。D：DNA ポリメラーゼの添加によって RCA 反応が生じてヌクレオチドが増幅
したところに、蛍光標識体をハイブリダイズさせた状態。  
A B C D 
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Ⅱ-15. BiFC（Bimolecular Fluorescence Complementation）法 
本手法は、分断した蛍光タンパク質フラグメントが再構築した時に生じる蛍光を検出
することで 2 つのタンパク質間での分子間相互作用を生細胞中で可視化することがで
きる手法である(44, 45)。蛍光タンパク質 Venus を N 末端側（VN173；VN）と C 末端側
（VC155；VC）の 2 つに分断したとき、それぞれは蛍光を発することができない。し
かし、両分子が極めて近接して存在する時（7 nm 以内）、Venus のバレル構造が再構築


























図 7 BiFC 法の原理図  















ーに、他方は圧トランスデューサー（Bentley Trantec model 800; Bentley Trantec, Calfornia, 
USA）に接続した。血管は内部に空気を通気させることで内皮を除去し、実験に用いた。
プレッシャーリザーバーを設置する高さを変えることで 60 mmHg の内腔圧を負荷し、
細胞外液灌流用チャンバー内に Kreb’s 溶液を灌流することで 37±1 ℃に温めた。収縮率






・PBS (-);  
137 NaCl, 8.1 Na2HPO4・12H2O, 2.68 KCl, 1.47 KH2PO4 
・Ca2+-Mg2+ free Hank’s 溶液;  




・HEPES 緩衝溶液;  
137 NaCl, 5.9 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 glucose, 10 HEPES（pH 7.4：NaOH で調整） 
・40mM KCl HEPES 緩衝溶液;  
102.9 NaCl, 40 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 glucose, 10 HEPES（pH 7.4：NaOH で調整） 
・Kreb’s 溶液;  
112 NaCl, 4.7 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 25 NaHCO3, 1.2 KH2PO4, 14 glucose（95%O2-5% 







140 KCl, 2.8 MgCl2, 3.187 CaCl2, 5 EGTA, 10 HEPES, 2 Na2ATP, （pH 7.2：KOH で調整）  
・STOCs 電流測定用;  
140 KCl, 4 MgCl2, 5 EGTA, 10 HEPES, 2 Na2ATP, （pH 7.2：KOH で調整） 
 
Reversible permeabilization 用溶液 
Solution1: 120 KCl, 2 MgCl2, 20 TES, 10 EGTA, 5 ATP (pH6.8：KOH で調整) 
Solution2: 120 KCl, 2 MgCl2, 20 TES, 5 ATP, 40nM siRNA (pH6.8：KOH で調整) 
Solution3: 120 KCl, 10 MgCl2, 20 TES, 5 ATP, 40nM siRNA (pH6.8：KOH で調整) 
Solution4: 5 KCl, 140 NaCl, 10 MgCl2, 2 MOPS, 5 glucose (pH7.1：NaOH で調整) 
 
Ⅱ-18. 使用試薬 
BSA: Sigma-Aldrich（St. Louis, USA） 
collagenase：和光純薬 
methyl--cyclodextrin: Sigma-Aldrich（St. Louis, USA） 
laminine: Sigma-Aldrich（St. Louis, USA） 
papain: Sigma-Aldrich（St. Louis, USA） 





定には F 検定を行い、等分散の場合は Student の t 検定、等分散でない場合は Welch の
t 検定を用いた。また、多群間での検定には、Tukey の多重比較法を用いた。図中の*お










Ⅲ-1-1. マウス空腸 ICC に発現する Ca2+活性化 K+チャネルの発現解析 




明であった(49)。本研究では、マウス空腸 ICC に発現する Ca2+活性化 K+チャネルの発
現解析を行い、分子実体とその機能について解析した。 
まず、名古屋大学 中山准教授から供与されたマウス空腸 ICC と空腸平滑筋細胞から
作製した cDNA を用いて、RT-PCR 法によって Ca2+活性化 K+チャネルの mRNA 発現解
析を行った。マウス空腸 ICC は、ICC 特異的マーカーである c-kit 陽性細胞を顕微鏡下
で採取して取得した。その結果、ICC および平滑筋の両方に BKCaチャネルと SK4 チャ
ネルの発現が見出された。さらに、ICC では SK2 チャネルが、平滑筋では SK1 チャネ
ルが特異的に検出された（図 8）。以上の結果に基づいて、以降の実験では ICC に特異





図 8  マウス空腸 ICC および平滑筋における Ca2+活性化 K+チャネルの mRNA 発現解析 
名古屋大学 中山准教授から供与されたマウス空腸から単離した ICC（c-kit 陽性細胞）およ







Ⅲ-1-2. Ca2+活性化チャネル－RyR3 共発現細胞の[Ca2+]cyt と膜電位の同時測定 
 当研究室を含む複数のグループは、小胞体 Ca2+放出チャネルの RyR3 が ICC に高発現
することを報告してきた(9) (10)。また、Ca2+活性化イオンチャネルとして、Ca2+活性化
Cl-チャネルの TMEM16A の高発現が知られている(5)。本研究では、TMEM16A および
Ⅲ-1-1 より高発現が示された SK2 チャネルを定常発現させた HEK293 細胞株に RyR3
を一過 性発現させ ることで、 ペー ス メ ーカ ー細 胞 様 モ デ ル を 作 製 した
（TMEM16A+RyR3-HEK293、SK2+RyR3-HEK293）。これらを用いて[Ca2+]cyt と膜電位の
同時測定を行い、ペースメーカー機能を検証した。 
 蛍光画像解析システム Argus/HiSCA を用いて[Ca2+]cytを測定すると、いずれの細胞群
においても自発的に Ca2+オシレーションを発生する細胞が見られた（図 9A）。これらに
nystatin穿孔パッチクランプ法を適用して、[Ca2+]cytと膜電位を同時記録した。その結果、
RyR3-HEK293 では Ca2+オシレーションは膜電位に影響を与えなかったが（-18.41.6 mV、
n=4、図 9B）、TMEM16A+RyR3-HEK293 では Ca2+オシレーションに同期した膜電位の
脱分極振動が観察された（-15.22.2 mV、n=3、図 9C）。一方、SK2+RyR3-HEK293 では
Ca2+オシレーションに同期した膜電位の過分極振動が観察された（-30.21.6 mV、n=4、





図 9 [Ca2+]cyt と膜電位の同時測定 
A：RyR3 を一過性発現させた HEK293 発現系において観察された Ca2+オシレーションの典




Ⅲ-1-3. SK2+RyR3-HEK293 隣接細胞間で同期した Ca2+オシレーションの解析 
 SK2+RyR3-HEK293 において、興味深いことに、隣接する細胞間で Ca2+オシレーショ
ンが同調して発生する現象が確認された（図 10A）。そこで、このような Ca2+オシレー
ションの同調現象に対する SK2 チャネルの寄与を解析した。Ca2+オシレーションが同調
した 2 つの隣接細胞に対して、SK2 チャネル阻害薬である 100 nM Apamin を投与した結
果、Ca2+オシレーションの同調が乱れて、[Ca2+]cyt のピーク時間間隔が有意に延長した






図 10 隣接細胞間で生じた Ca2+オシレーションの同調に対する SK2 チャネルの寄与 
A：SK2+RyR3-HEK において観察された Ca2+オシレーション同調現象の典型例。B：Ca2+オ
シレーションのピーク間隔時間の平均値（n=4, p<0.01）。scale bar; 10m, 
 
Ⅲ-1-4. 細胞間電気シグナルの伝播に対する Cx43 の寄与の解析 
ICC や ICLC は平滑筋層に隣接して網目状に分布しており、ICC 同士および ICC と平
滑筋細胞間においてギャップジャンクションが豊富に形成されることが知られており、
その分子実体としてコネキシン 43（Cx43）が同定されている(50) (51)。そこで、Cx43






を測定した。膜電位を固定した細胞からの距離に応じて 3 群（0-20 m、80-100 m、
120-140 m）を抽出し、蛍光強度と距離に対するギャップジャンクションの形成の関与
を測定した。その結果、SK2-HEK293 では距離の増加に伴って蛍光強度変化が有意に減
衰したが（0-20 m：1.10.1 %、n=9；80-100 m：0.50.1 %、n=28、p<0.05 vs. 0-20 m；
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120-140 m：0.30.1 %、n=10、p<0.01 vs. 0-20 m、図 11B, C）、Cx43+SK2-HEK293 で
は各細胞において蛍光強度変化が有意に増強された（0-20 m：2.00.2 %、n=8、p<0.01 
vs. 0-20 m SK2-HEK293； 80-100 m： 1.70.1 %、 n=17、 p<0.01 vs. 80-100 m 




図 11 Cx43 が形成するギャップジャンクションによる膜電位変動の伝播への寄与 
A：SK2-HEK293 および Cx43 を遺伝子導入した Cx43+SK2-HEK293 の透過光画像。B, C：
ホールセルパッチクランプ法によって電位固定した細胞（*）および、細胞（*）からそれぞれ一
定距離離れた各細胞（：0-20 m、SK2-HEK293：n=8、：80-100 m、n=17、：120-140 
m、n=13）における di-4-ANEPPES の蛍光強度変化の様子と平均値。scale bar; 50m,  
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Ⅲ-1-5. 遠隔細胞間での Ca2+オシレーションの同期の検討 
 Cx43+SK2+RyR3-HEK293 における Ca2+オシレーションの伝播を調べた。図 13A に示
すように、直接接触していない 2 つの細胞間において Ca2+オシレーションの同調が観測
された。（図 12B）これらの細胞に対してギャップジャンション阻害作用のある 30 M 
18-グリチルリチン酸（18-GA）を投与した結果、Ca2+オシレーションの同調性が損な
われ、Ca2+オシレーションのピーク間隔が有意に延長した（Control：21.31.8 s, 18-GA：
69.112.9 s, n=6, p<0.05、図 12B, C）。また、Ca2+シグナルの受け手側である細胞（）は、
発信側である細胞（）よりも[Ca2+]cyt推移の曲線下面積値（AUC）が有意に減少するこ
とが示された（18-GA：72.87.9%, p<0.05、図 12D）。以上より、本モデル細胞におけ
る Cx43 の共発現が、過分極シグナル伝播を介した Ca2+オシレーションの同調に寄与す




図 12 遠隔細胞間での Ca2+オシレーションの同調に対するギャップジャンクションの寄与 
A：Cx43+SK2-HEK293 の透過光画像。B：遠隔細胞間で同調した Ca2+オシレーションと
18-GA が同調を阻害する様子。C：Ca2+オシレーションのピーク間隔時間の平均値（n=6, 









1. マウス空腸 ICC に SK2 チャネルが mRNA レベルで高発現している。 
2. HEK293 細胞に RyR3 および TMEM16A あるいは SK2 チャネルを共発現させると、
自発的に発生した Ca2+オシレーションに同期して膜電位の脱分極あるいは過分極振
動が生じる。 









膜上の IP3R が Ca2+供給源であることが知られている。消化管や尿道といった平滑筋組
織の自発的な収縮活動は、平滑筋層に隣接する ICC で発生するペースメーカー脱分極
電位（緩電位）によって引き起こされる。このペースメーカー電位は小胞体からの IP3R
を介した Ca2+オシレーションが引き金となることが想定され、実際に IP3R 阻害薬の適
用や IP3R1 欠損マウスの胃において、緩電位の消失が報告されている(8)。これに対して
当研究室をはじめとする複数のグループが、尿道 ICCs や門脈 ICCs に RyR3 が高発現し
ており、Ca2+オシレーションの発生に関与する可能性を報告してきた(9) (10)。RyR は




Ca2+-ATPase の SERCA を介した Ca2+取り込みによって[Ca2+]cytが下降する。③小胞体へ
の Ca2+取り込み量が一定に達することで、次の Ca2+放出が引き起こされる。 
 
第Ⅲ章 1-1 では、ICC における SK2 チャネルの高発現が初めて示された。これまで
SK3 チャネルが一部の ICC に発現している報告はあったが、その機能的意義は未解明
であった(49)。本研究と発現する SK チャネルのサブタイプが異なる理由としては、研























プジャンクションを通して電位の変動が伝播する。③ICC および HEK293 細胞に内因性
に発現している非選択的陽イオンチャネルが活性化し、細胞外から微量の Ca2+が流入す
る。④細胞質内 Ca2+濃度が上昇することで小胞体への Ca2+取り込み量の増加が促されて
RyR3 が開口し、細胞間で Ca2+オシレーションが同調する（図 13）。 
 
本実験系における RyR3 の自発的 Ca2+オシレーション発生効率は約 5 %ほどであった
ため、複数細胞による集団単位での Ca2+オシレーションの同調に関しては観察すること
ができなかった。RyR3 は、RyR1 や RyR2 と比較して Ca2+結合親和性が低いため、Ca2+
オシレーションを発生させるような機能的発現の割合が少なかったと考えられる。 

























図 13 SK2-RyR3 において推定される Ca2+オシレーション伝播機構 
①RyR3 からの Ca2+オシレーションによって SK2 チャネルが活性化されて膜電位が過分極す
る。②ギャップジャンクションを通して膜電位の変動が伝播する。③HEK293 細胞に内因性に
発現している非選択的陽イオンチャネルが活性化し、細胞外から微量の Ca2+が流入する。④
細胞質内 Ca2+濃度が上昇することで小胞体への Ca2+取り込み量の増加が促されて RyR3
が開口し、細胞間で Ca2+オシレーションが同調する。  
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Ⅲ-2. Ca2+シグナル伝達の空間的制御機構： 血管平滑筋において細胞内 Ca2+マイ
クロドメインを形成するジャンクトフィリン 2 の機能的役割の解明 
 
Ⅲ-2-1. 平滑筋における JP2 の発現解析 
 平滑筋組織に関連した JP family の発現は、消化器における JP2 の mRNA 発現が報告
されただけであった(22)。そこで、Real-time PCR 法を用いて、筋組織における発現が知
られる JP1と JP2について、マウス腸間膜動脈平滑筋での発現解析を行った。その結果、
腸間膜動脈平滑筋では JP1 と比較して JP2 が豊富に発現していることが示された（JP1: 
0.022  0.007, JP2: 0.078  0.010, n=6, 図 14A）。また、Cav family（Cav1~3）の発現量も
同様に解析した。その結果、他の平滑筋組織に関する報告と同様に、腸間膜動脈平滑筋
では Cav1 の発現量が最も多いことが明らかとなった（Cav1: 0.131  0.017, Cav2: 0.042  




















図 14 腸間膜動脈平滑筋における JP および Cav の発現解析 
A, B：Real-time PCR の結果。マウス腸間膜動脈由来の cDNA を用いた。各 mRNA 発現量
は-actin で規格化した。C：ウエスタンブロットの結果。マウス腸間膜動脈から抽出したタンパ
ク質を用いて行った。D：細胞免疫染色の結果。抗 JP2 抗体を用いて、急性単離したマウス腸
間膜動脈平滑筋細胞における JP2 の発現を共焦点顕微鏡で観察した。scale bar；10m 
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Ⅲ-2-2. JP2 と Cav1 の分子間相互作用の解析 
 腸間膜動脈平滑筋における JP2 と Cav1 の共発現が示されたことから、仮説に基づい
て両分子の分子間相互作用を解析した。まず、ラット腸間膜動脈から抽出したタンパク
質を用いて、共免疫沈降法を行った。その結果、JP2 と Cav1 の分子間相互作用を示唆
するバンドが検出された（図 15A）。次に、ホモジェナイズされていない細胞中での分
子間相互作用を示すため、急性単離した野生型および Cav1-/-マウス由来のマウス腸間膜
動脈平滑筋細胞を用いて、in situ proximity ligation assay（PLA）を行った。その結果、
野生型由来の細胞中では、対照群である Cav1-/-由来の細胞と比較して、JP2 と Cav1 が
40 nm 以内に近接して局在することを示す蛍光粒子が豊富に形成された（野生型: 
14.82.8, n=14, Cav1-/-: 1.50.5, n=10, p<0.01, 図 15B）。以上より、腸間膜動脈平滑筋にお

















図 15 腸間膜動脈および再構築系における JP2 と Cav1 の分子間相互作用解析 
A：ラット腸間膜動脈から抽出したタンパク質を用いた共免疫沈降法の結果。抗 Cav1 抗体を
使用して IP 処理を行い、抗 JP2 抗体を用いて検出した。B：落射蛍光観察で解析した、急性
単離した野生型（上段）および Cav1-/-（下段）由来の腸間膜動脈平滑筋細胞を用いた in situ 
PLA 法の結果。抗 JP2 抗体と抗 Cav1 抗体を使用した。JP2 と Cav1 の近接局在（40 nm 以
内）を示す緑色蛍光凝集体を検出した。scale bar；10m, **；p<0.01  
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Ⅲ-2-3. 血管平滑筋細胞における JP2 と Cav1 の局在解析 
 平滑筋細胞における JP2 と Cav1 の局在について詳細に解析するため、急性単離した
マウス腸間膜動脈平滑筋細胞を用いて二重免疫染色法を行い、TIRF 顕微鏡で画像解析




局在 JP2粒子数/全 JP2粒子数, Control: 36.22.3 %, n=12; MCD: 22.62.9 %, n=10, p<0.01; 
共局在した Cav1 粒子数/全 Cav1 粒子数, Control: 42.12.1 %, MCD: 27.03.5 %, p<0.01; 



















図 16  二重免疫染色法による腸間膜道動脈平滑筋細胞における JP2 と Cav1 の局在解析 
A, B：TIRF 顕微鏡画像。赤色が Cav1 粒子、緑色が JP2 粒子、黄色（白矢頭で指示）が共局
在部位を示す。A はコントロール（n=12）、B は 10mM MCD で処置した（n=10）急性単離マ
ウス腸間膜動脈平滑筋細胞を用いた。C, D：全 JP2 粒子数および全 Cav1 粒子数に対する
共局在粒子数の割合。scale bar; 10m, **；p<0.01   
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Ⅲ-2-4. JP2 における Cav1 との結合部位の同定 
JP2 における Cav1 との分子間相互作用に重要な残基について調べるため、HEK293
発現系で BiFC 法を用いた(52)。図 17A に示すように、VN を付与した JP2 の切除変異
体を作製し、結合に関与すると考えられる領域を絞り込んだ。全長の JP2（VN-JP2FL: [1]）、
C 末端側の切除体（JP21-674aa-VN: [2]、JP21-336aa-VN: [3]）、N 末端側の切除体（JP2271-674aa-VN: 
[4]、JP2291-674aa-VN: [5]）の各コンストラクトをそれぞれ VC-Cav1 とともに HEK293 発
現系に一過性に共発現させた。その結果、[1]～[4]については Venus の再構築を示唆す
る蛍光が細胞膜に沿って観察された図 17B。一方で、[5]のみが蛍光を示さず、JP2 の 271
～290 番目のアミノ酸残基中に、Cav1 との結合に重要な領域が含まれることが示唆され
た。さらに詳細に解析するため、 [4]の N 末端側から 5 アミノ酸残基ずつ切除した変異
体（JP2276-674aa-VN: [4-i]、JP2281-674aa-VN: [4-ii]、JP2286-674aa-VN: [4-iii]）を作製し、これら




















図 17 JP2 のアミノ酸配列における Cav1 との結合部位の同定 
A：JP2 のアミノ酸配列を図示した。B:共焦点顕微鏡で観察した BiFC 法の結果。HEK293 発
現系に VN 標識した JP2 の変異体[1]~[5]と VC-Cav1 を共発現させた。C、D：共焦点顕微鏡
で観察した BiFC 法の結果。HEK293 発現系に VN 標識した JP2 の変異体[4-i]~[4-iii]と
VC-Cav1 を共発現させ、蛍光強度を定量解析した。Scale bar；10 m, *；p<0.05, **；p<0.01 
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Ⅲ-2-5. 血管平滑筋細胞における JP2 と RyR の共局在解析 
次に、筋小胞体膜の Ca2+放出チャネルである RyR に着目した。横紋筋では、JP2 と
RyR は横行小管に沿って共局在し、分子間相互作用を有することが知られていた。しか
し、平滑筋における両分子の関係は未解明であった。そこで、JP2 と RyR の分子局在に
ついて、TIRF 顕微鏡を用いた二重免疫染色法によって解析した。その結果、両分子が
部分的に共局在することが明らかとなった（図 18A）。この共局在率は、MCD 処置に
よる有意な変化は認められなかった（共局在した JP2 粒子数/全 JP2 粒子数, Control: 
32.42.5 %, n=8, MCD: 32.32.8 %, n=9; p>0.05; 共局在した RyR 粒子数/全 RyR 粒子数, 
Control: 49.63.1 %, MCD: 50.03.3 %; p>0.05; 図 18B, C, D）。以上より、血管平滑筋細























図 18 腸間膜道動脈平滑筋細胞における JP2 と RyR の蛍光二重免疫染色 
A, B：TIRF 顕微鏡画像。赤色が RyR 粒子、緑色が JP2 粒子、黄色が共局在粒子を示す。A
はコントロール（n=8）、B は 10mM MCD で処置した細胞（n=9）。C, D：全 JP2 粒子数およ
び全 RyR 粒子数に対する共局在粒子数の割合。scale bar; 10m, p>0.05  
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Ⅲ-2-6. 血管平滑筋細胞における Cav1 と RyR の共局在解析 
 Cav1 と RyR の発現分布についても同様の実験を行ったところ、両分子の共局在が明
らかとなった（図 19A, B）。また、MCD を処置した細胞での共局在率は、コントロー
ルと比較して有意に減少した（共局在 Cav1 粒子数/全 Cav1 粒子数, Control: 46.21.9 %, 
n=8, MCD: 31.62.6 %, n=6; p<0.05; 共局在した RyR 粒子数/全 RyR 粒子数, Control: 






















図 19 腸間膜道動脈平滑筋細胞における Cav1 と RyR の二重免疫蛍光抗体細胞染色 
A, B：TIRF 顕微鏡画像。赤色が Cav1 粒子、緑色が RyR 粒子、黄色が共局在粒子を示す。
上段はコントロール（n=8）、下段は 10mM MCD で処置した細胞（n=6）。C, D：全 RyR 粒子
数および全 Cav1 粒子数に対する共局在粒子数の割合。scale bar; 10m, *p<0.05, 
**p<0.01   
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TIRF 顕微鏡下で mCherry 粒子（JP2 の局在）の一分子可視化解析と Ca2+イメージング
（細胞膜近傍で発生した Ca2+スパーク）の同時測定を行い、Ca2+スパーク発生部位と JP2
発現部位の距離を解析した。Ca2+蛍光指示薬には fluo-4/AM を用い、観察時は Ca2+スパ
ークの発生を促進させるために細胞外灌流液として 40 mM KCl HEPES 緩衝溶液を使用
した。その結果、図 20A に示すように、細胞膜近傍に発現した mCherry-JP2 の蛍光粒子
が観察され（mCherry-JP2 粒子径ピーク値：455 nm、Lorenz fit: r2=0.92）、同時に細胞膜
近傍で発生している Ca2+スパークの観測に成功した。発生した Ca2+スパークの 60.2 %
が mCherry-JP2 粒子と共局在した（Ca2+スパーク発生数: 65/108、n=12、図 20C）。図 20B
に示すように観測された Ca2+スパーク発生部位の中心から最短距離にある蛍光粒子の
中心までの距離と頻度の関係を解析した結果、mCherry-JP2 粒子の中心から 460 nm の範
囲に 61.1 %の Ca2+スパーク発生部位が集中していた（Ca2+スパーク発生部位数：22/36、

















図 20 腸間膜動脈平滑筋細胞での Ca2+スパーク発生領域と mCherry-JP2 の局在解析 
A：TIRF 顕微鏡画像。Ca2+スパークを 27.2 ms毎に 30 秒間撮影後、mCherry-JP2 を 465ms
毎に 30 秒間観測することで得た動画の一部を抽出した。紫色の粒子が mCherry-JP2。B：
Ca2+スパーク発生部位と mCherry-JP2 粒子の中心間の距離と、Ca2+スパーク発生頻度の
分布（n=108）。C：mCherry-JP2 粒子半径の分布（n=30）。Scale bar; 500 nm   
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Ⅲ-2-8. 血管平滑筋細胞における Ca2+スパーク発生領域と Cav1 の局在解析 
Ca2+スパークと Cav1 の局在についても同様の手法を用いて解析した。その結果、図
21A に示すように、細胞膜に発現した mCherry-Cav1 が一分子レベルで観察された
（mCherry-Cav1 の粒子径ピーク: 368 nm、Lorenz fit: r2=0.88）。また、細胞膜近傍で発生
している Ca2+スパークも観測され、発生した 47.3 %の Ca2+スパークが mCherry-Cav1 粒
子と共局在した（Ca2+スパーク発生数: 69/146、n=15）。図 21B に示すように、観測され
た Ca2+スパーク発生部位の中心から最短距離にある蛍光粒子の中心までの距離と頻度
の関係を解析した結果、mCherry-Cav1 粒子の中心から 370 nm の範囲に 35.8 %の Ca2+



















図 21 腸間膜動脈平滑筋細胞での Ca2+spark 発生領域と mCherry-Cav1 の局在解析 
A：TIRF 顕微鏡画像。Ca2+スパークを 27.2ms 毎に 30 秒間撮影後、mCherry-Cav1 を
465ms 毎に 30 秒間観測する二段階の測定によって得た動画の一部を抽出して示している。
赤紫色の粒子がmCherry-Cav1。B：Ca2+スパーク発生部位とmCherry-Cav1粒子の中心間
の距離と、Ca2+スパーク発生頻度の分布（n=136）。C：mCherry-Cav1 粒子半径の分布
（n=48）。Scale bar; 500 nm   
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Ⅲ-2-9. JP2 と BKCa チャネルの分子間相互作用の解析 
次に、カベオラに局在する BKCa チャネルに着目した。当研究室では、Ca2+スパーク
によって活性化される BKCa チャネルが平滑筋細胞で Cav1 と分子間相互作用している
こと(36)、カベオラに局在することで活性を制御されていること(37)を報告してきた。
上述のように JP2 が Cav1 と分子間相互作用して、カベオラに局在していることから、
血管平滑筋細胞における JP2 と BKCaチャネルの関係について解析した。 
まず、ラット腸間膜動脈のタンパク質を用いた共免疫沈降法によって、JP2 と BKCa
チャネルの分子間相互作用が検出された（図 22A）。同様に、GFP-JP2 および
FLAG-BK-mCherry を一過性に遺伝子導入した HEK293 発現系を用いた共免疫沈降法
でも、分子間相互作用が検出された（図 22B）。さらに、HEK293 発現系に VN-JP2 と
BKCaチャネルのカルボキシ末端側に VC を付与したコンストラクト（BK-VC）を一過
性に共発現させ、BiFC 法を行った。共焦点蛍光顕微鏡を用いて細胞を観察した結果、
細胞膜に沿った Venus の蛍光が検出され、両者が細胞膜近傍で非常に近接して（7 nm














図 22 腸間膜動脈および再構築系における JP2 と BKCa チャネルの分子間相互作用解析 
A：ラット腸間膜動脈から抽出したタンパク質を用いた共免疫沈降法の結果。抗 BK抗体を使
用して IP 処理を行い、抗 JP2 抗体を用いて検出した。B：GFP-JP2 と FLAG-BK-mCherry
を一過性に導入した HEK293 発現系から抽出したタンパク質を用いた共免疫沈降法の結果。
抗 BK抗体を使用して IP 処理を行い、抗 GFP 抗体を用いて検出した。C：共焦点顕微鏡で
観察した BiFC 法の結果。VN-JP2 と BK-VC を一過性に共発現させた HEK293 発現系を
用いた。scale bar; 10m   
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Ⅲ-2-10. JP2 における BKCa チャネルとの結合部位の同定 
JP2 における BKCa チャネルとの分子間相互作用に重要な残基について調べるため、




れぞれを BK-VC とともに HEK293 発現系に一過性に共発現させた。その結果、





















図 23 JP2 のアミノ酸配列における BKCa チャネルとの結合部位の同定 
A：JP2 のアミノ酸配列を図示した。B:共焦点顕微鏡で観察した BiFC 法の結果。HEK293 発









Ⅲ-2-11. 血管平滑筋細胞における JP2 と BKCa チャネルの共局在解析 
 平滑筋細胞の細胞膜における JP2 と BKCaチャネルの局在と、これに対するカベオラ
の関与を解析するため、野生型マウスおよびカベオラ構造が消失している Cav1 ノック
アウトマウス（Cav1-/-）の腸間膜動脈平滑筋細胞を用いて、JP2 と BKCa チャネルの二
重免疫染色法を行った。TIRF 顕微鏡によってこれらの細胞を観察した結果、両分子が
部分的に共局在する様子が示された（図 24A, B）。 
この共局在率は、Cav1-/-では野生型と比較して有意に低かった（共局在している JP2
粒子数/全 JP2 粒子数, WT: 23.93.4 %, n=8, p<0.01; Cav1-/-: 12.01.0 %, p<0.01; 共局
在しているBK粒子数/全BK粒子数, WT: 29.43.2 %, Cav1-/-: 16.91.5 %, p<0.01; 図
24C, D）。以上より、血管平滑筋細胞でカベオラは、JP2 と BKCa チャネルの共局在に
関与することが示された。 
また、BKCa チャネルの局在化に対するカベオラの寄与を調べるため、BK粒子当た
りの蛍光強度（図 24E）、一細胞当たりに占める BK粒子の面積の割合（図 24F）、単
位面積当たりに存在する BK粒子数（図 24G）、単位面積当たりの BKの蛍光強度（図
24H）を解析した。その結果、Cav1-/-において BK粒子当たりの蛍光強度は有意に減少
し（WT: 189.077.6, n=8, Cav1-/-: 97.236.1, n=11, p<0.01）、一細胞当たりに占める
BK粒子の面積の割合は有意に増加した（WT: 3.21.7%, n=8, Cav1-/-: 5.21.5%, n=11, 
p<0.01）。すなわち、Cav1-/-では局在化して一部に集積する BKが減少し、細胞膜上で
拡散していることが考えられる。 
さらに、単位面積当たりに存在するBK粒子数（WT: 10.75.3, n=8, Cav1-/-: 12.63.0, 
n=11, p>0.05）、単位面積当たりの BKの蛍光強度（WT: 19.613.1, n=8, Cav1-/-: 











図 24 二重免疫染色法による腸間膜動脈平滑筋細胞の JP2 と BKCaチャネルの共局在解析 
A, B：TIRF 顕微鏡画像。赤色が BK粒子、緑色が JP2 粒子、黄色が共局在部位を示す。上
段は野生型（n=8）、下段は Cav1-/-（n=11）由来の急性単離したマウス腸間膜動脈平滑筋細
胞。C, D：全 JP2 粒子数および全 Cav1 粒子数に対する共局在粒子数の割合。E：BK粒子
当たりの蛍光強度。F：一細胞当たりに占める BK粒子の面積の割合。G：単位面積当たりに
存在する BK粒子数。H：単位面積当たりの BKの蛍光強度。scale bar; 10m, **p<0.01 
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Ⅲ-2-12. FRET 法を用いた JP2 と BKCa チャネルの分子間相互作用の解析  
 JP2 と BKCaチャネルの分子間相互作用に対するカベオラの関与について、蛍光標識
体を用いた FRET 法によって、さらに詳細に解析した。YFP-JP2 と BK-CFP あるい




と BK-CFP の共発現では FRET 現象が観測されたが、YFP ベクターと BK-CFP で
はほとんど生じなかった（WT; YFP-JP2+BK-CFP: 12.9±1.5 %, 37 particles in 5 
cells; YFP+BK-CFP: -0.34±0.87 %, 51 particles in 11 cells, p<0.01, 図 25B）。また、
Cav1-/- 細胞での FRET 効率は野生型細胞よりも有意に減少した（ Cav1-/-, 
YFP-JP2+BK-CFP: 4.2±1.2%, 64 particles in 7 cells, p<0.01 vs. WT; 
YFP+BK-CFP: -1.6±2.4%, 25 particles in 5 cells, p<0.05, 図 25C）。以上より、カベ
オラが JP2 と BKCaチャネルの分子集積に関与することが示された。 
 
 
図 25 FRET 法を用いた JP2 と BKの分子間相互作用に対するカベオラの寄与の解析 
A：TIRF 顕微鏡画像。BK-CFP （上段、赤）および YFP-JP2（下段、緑）を一過性発現させ
た野生型（左側）および Cav1-/-（右側）のマウス腸間膜動脈平滑筋の初代培養細胞を用いて、
acceptor photobleaching 法を行った。Pre、Post はYFP の強制退色（photobleaching）の前
後を示している。B：算出された FRET 効率。scale bar; 2 m   
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Ⅲ-2-13. siRNA による血管平滑筋 JP2 の遺伝子発現抑制 
 次に、腸間膜動脈平滑筋に発現する JP2 のノックダウン実験を行った。平滑筋細胞
は、単離して長期間培養すると脱分化を引き起こす。そこで本実験では、Reversible 
permeabilization 法(42)によってマウス腸間膜動脈に組織の状態で siRNA を導入し、4
日間の組織培養を行うことで脱分化の影響を最小限にした。 
まず、ウエスタンブロット法によって siRNA 導入によるタンパク質発現量の変化を
解析した。-Smooth muscle actin（-SM actin）で規格化して定量解析した結果、
control siRNA（siControl）を導入した腸間膜動脈平滑筋と比較して、JP2 に特異的な
siRNA（siJP2）を導入した組織では JP2 のタンパク質発現量が有意に減少することが




（siControl: 1.00.11, n=23, siJP2: 0.340.06, n=14, p<0.01; 図 26B）。以上より、















図 26 腸間膜動脈平滑筋に siRNA によるタンパク質発現量解析 
A ： ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る JP2 タ ン パ ク 質 の 発 現 解 析 （ n=7 ） 。 Reversible 
Permeabilization 法によって血管組織の状態で siRNA を導入したマウス腸間膜動脈のタン
パク質を使用した。B, C：組織培養後に急性単離したマウス腸間膜動脈平滑筋細胞における
JP2 タンパク質の発現解析。細胞免疫染色法を用いて共焦点蛍光顕微鏡で観察した。上段
は siControl（n=23）、下段は siJP2 を導入した細胞（n=14）。グラフは蛍光強度の比。scale 




Ⅲ-2-14. JP2 ノックダウン血管平滑筋細胞における Cav1 と RyR の共局在解析 
これまでの結果より、JP2 は Cav1 と分子間相互作用し、Cav1 および RyR と腸間膜動
脈平滑筋細胞において共局在することが示された。そこで、細胞膜の Cav1 と筋小胞体
膜上の RyR の共局在に対する JP2 の役割を調べた。JP2 をノックダウンしたマウス腸間
膜動脈平滑筋細胞を用いて二重免疫染色法を行い、TIRF 顕微鏡で画像解析した。その
結果、JP2 をノックダウンした細胞においては、siControl を導入した細胞と比較して、
Cav1 と RyR の共局在率が有意に低下した（共局在 RyR 粒子数/全 RyR 粒子数; siControl: 
48.92.9 %、n=9、siJP2: 34.42.4 %、n=8、p<0.01; 共局在 Cav1 粒子数/全 Cav1 粒子数、
siControl: 48.93.3 %, siJP2: 36.62.0 %、p<0.01、図 27B）。以上より、JP2 が細胞膜上の
Cav1 と筋小胞体膜上の RyR を結び付けていることが示唆された。 
 
 
図 27   JP2 をノックダウンしたマウス腸間膜動脈平滑筋細胞における Cav1 と RyR の局在 
A, B：TIRF 顕微鏡画像。赤色が Cav1 粒子、緑色が RyR 粒子、黄色が共局在部位を示す。
上段は siControl（n=9）、下段は siJP2 を適用した細胞（n=8）。scale bar；10m. C, D：全




Ⅲ-2-15. BKCa チャネル電流に与える JP2 の影響の電気生理学的解析 
 平滑筋において JP2 が BKCa チャネルの活性に与える影響を調べるため、JP2 をノッ
クダウンしたマウス腸間膜動脈平滑筋細胞の BKCa チャネル電流について、ホールセル
パッチクランプ法を用いて測定した（図 28A）。BKCaチャネル電流は、BKCa チャネルの
特異的阻害薬である 1 M Paxilline 感受性成分と定義し、細胞内 Ca2+濃度を pCa 6.5 に
固定して記録した。その結果、+80 mV の時に記録された siJP2 処置細胞での BKCaチャ
ネルの電流密度は、コントロールと比較して有意な差が認められなかった（siControl: 



















図 28 BKCa チャネル電流に対する JP2 の影響 
A：ホールセルパッチクランプ法により、siRNA 処理したマウス腸間膜動脈平滑筋細胞で観測
された BKCa チャネル電流の電流原図。上段はコントロール、下段は Paxilline（BKCa チャネル
特異的阻害薬）を処置した状態。保持電位は-60 mV、-80 mVから+20 mVずつステップパル
スを与えた。B：電流－電圧曲線。電流は電流密度に換算し、siControl（黒、n=8）および




Ⅲ-2-16. RyR の活性に与える JP2 の影響の解析 
 平滑筋において JP2 が RyR の活性に与える影響を調べるため、JP2 をノックダウン
したマウス腸間膜動脈平滑筋細胞の Ca2+スパークを解析した。Fluo-4/AM を負荷した
細胞を TIRF 顕微鏡で蛍光観察し、細胞膜近傍で発生した Ca2+スパークを可視化した。
図 29A、B には、動画を切り出した連続画像と ROI で囲った領域における[Ca2+]cyt の
変化を示した。図 29C～I には、蛍光強度（Amplitude）、発生頻度（Frequency）、ピ
ーク到達までの時間（Time to peak）、継続時間半値幅（FDHM；full duration at 
half-maximum）、継続時間半値幅における増加時間（t1/2 rise）、継続時間半値幅におけ
る減少時間（t1/2 decay）、面積半値幅（FWHM；full-width half-maximum amplitude）
について、解析した結果を示した。 
まず、JP2 のノックダウンによって Amplitude に有意な変化は認められなかった
（siControl: 1.070.01, siJP2: 1.080.01, p<0.01、図 29C）。一方で Frequency が有意
に増加した（siControl: 0.960.21, siJP2: 1.50.15, p<0.01、図 29D）。これらの結果は、
心筋や再構築系実験で既に報告されている結果と一致した傾向を示しており、心筋と同
様に平滑筋においても JP2 が RyR に直接結合することで、RyR の開口を抑制的に制御
していることが考えられる。 
Time to peak には有意な変化が見られなかった（siControl: 32.81.3, siJP2: 
37.92.5, p>0.05、図 29E）。FDHM は JP2 のノックダウンによって有意に延長してお
り（siControl: 61.44.5, siJP2: 74.43.3, p<0.01、図 29F）、この時間延長は t1/2 rise
ではなく（siControl: 17.94.9, siJP2: 19.25.1, p>0.05、図 29G）、t1/2 decay が延長し
たことが反映された結果であった（siControl: 45.03.7, siJP2: 55.42.7, p<0.01、図
29H）。さらに、JP2 のノックダウンによって FWHM の有意に増加することが示され
た（siControl: 3.050.23, siJP2: 4.380.27, p<0.01、図 29I）。この結果は、[Ca2+]cyt
が限局された微小領域内で制御されなくなったことを示唆しており、細胞膜上の Ca2+
排出分子群の機能が低下した可能性が考えられる。 







図 29 血管平滑筋の JP2 が Ca2+スパークに与える影響 
A, B；TIRF 顕微鏡で取得した Ca2+スパークの典型例。scale bar; 2 m, 10 m,C：蛍光強度
（Amplitude）、D：発生頻度（Frequency）、E：ピーク到達時間（Time to peak）、F：継続時間
半値幅（FDHM；full duration at half-maximum）、G：継続時間半値幅における増加時間（t1/2 




 平滑筋において JP2 が BKCaチャネルと RyR の機能的な相互作用に与える影響を調
べるため、JP2 をノックダウンした腸間膜動脈平滑筋細胞の自発一過性外向き電流
（STOCs）を解析した。ホールセルパッチクランプ法を用いて膜電位を－20 mV に固
定した状態で自発的に生じる膜電流を測定し（図 30A）、図 30B には発生した電流量ご
とのイベント数を分布として示している。この結果を解析したところ、JP2 ノックダウ
ン細胞では STOCs の平均電流量が対照群と比較して有意に減弱した（siControl: 
23.7±1.8 pA, n=9, siJP2: 18.9±0.3 pA, n=8; p<0.05、図 30C）。また、発生頻度は増加
傾向にあったが有意な変化は認められなかった（siControl: 0.78±0.07 Hz, n=9, siJP2: 
1.08±0.20 Hz, n=8; p>0.05、図 30D）。さらに詳細な解析を行うため、観測した STOCs
電流量の大きさと発生回数についてヒストグラムを作製して、設定した閾値（25 pA）
よりも電流量が大きいイベント数について、総発生数に占める割合を比較した。その結
果、JP2 ノックダウンによって有意に減少したことが示された（siControl: 26.9±4.3%, 
siJP2: 12.6±1.8%, p<0.01、図 30E）。同様に、電流積分値についても解析したところ、
JP2 のノックダウンによって有意に減少した（siCotnrol: 10.64.0 pC, n=9; siJP2: 







図 30 血管平滑筋における JP2 の STOCs に対する寄与の解析 
A：STOCs の電流原図。B：発生した STOCs の電流量とイベント数の分布。C：STOCs の平





Ⅲ-2-18. 血管の筋収縮制御に対する JP2 の寄与 
 血管径調節に対する JP2 の寄与を調べるため、JP2 をノックダウンしたマウス腸間
膜動脈に刺激を与えた時の血管径の変化を測定した。60 mmHg の内腔圧を負荷した腸
間膜動脈の第 4 分枝の血管径を測定し、BKCaチャネル阻害薬である 1 M Paxilline を投
与して惹起される微弱な筋収縮を測定することで、血管径の制御機構に対する JP2 の影
響を解析した。最大弛緩血管径と 40 mM KCl 誘発性の筋収縮には有意な差が認められ
なかった（siControl: 138.416.0 m, siJP2: 139.214.8 m, n=4, p>0.05、図 31ABC）。
一方で、1 M Paxilline 誘発性の筋収縮は、JP2 のノックダウンによって有意に減少し
た（siControl: 125.79.2 (Control)、116.810.0 (1M Pax)、n=4; siJP2, 133.514.6 (Control)、



















図 31 血管の収縮性に対する JP2 の寄与の解析 
A：内腔圧 60 mmHg を負荷した血管の画像。B：血管の最大弛緩径、C：40 mM KCl で惹起








1. 血管平滑筋において JP2 は Cav1、BKCa チャネルと分子間相互作用し、RyR ととも
に分子複合体を形成する。 
2. JP2 は Cav1 および BKCaチャネルとの分子間相互作用において、joining region に結
合ドメインを有する。 
3. JP2 は Cav1 との分子間相互作用を介して、カベオラと筋小胞体を結び付けている。 
4. カベオラは BKCaチャネルを集積させて、JP2 との共局在を促進させる。 






な心疾患との関連が報告されている(26) (53) (54)。これらの疾患の多くは、2 つ以上の








域全体の[Ca2+]cyt 上昇につながる CICR の発生効率が低下することを報告している(31)。
また、横紋筋と平滑筋の細胞内形態の相違点として、平滑筋には細胞膜が陥入した構造
体である横行小管が存在しないという特徴がある。近年、電子顕微鏡画像解析により、








第Ⅲ章 2-3~2-6 より JP2-Cav1、JP2-RyR、Cav1-RyR は共局在することが明らかとなった。
49 
 
心筋において JP2 は RyR2 や Cav3（Cav の心筋発現型）と分子間相互作用することが知
られている(26) (55)。成熟心筋において、JP2とRyR2の共局在率は約80%に達しており、







JP2-RyR：約 3~5 割）は、これまでの知見と一致した特徴を示していると考えられる。 
 
第Ⅲ章 2-14 より JP2 のノックダウンによって Cav1-RyR の共局在率が有意に減少し
たことから、JP2 が結び付けているカベオラと筋小胞体を結び付けていることが示され
た。この時、JP2 によって形成される Cav1-RyR の近接領域は全体の約 2 割程度である
ことが示された。また、JP2-BKCa チャネルとの共局在率についても約 2~3 割程度だった。
平滑筋においては、Ca2+スパークが発生する部位は多数存在するが、STOCs を発生させ
る部位は一部のみであり、BKCaチャネルは全体の 30～40%が、RyR は全体の 10～20%
のみが互いに機能的に共役しているという報告がある(28) (57)、本研究により示された
JP2 による Cav1-RyR 共局在に対する寄与や JP2-BKCaチャネルの共局在率は、この関係
を反映していると考えられる。 
 
第Ⅲ章 2-7, 8 では生細胞中における Ca2+スパークの発生部位と JP2、あるいは Cav1
の局在について解析した。各 Ca2+スパークから最近接距離に存在する mCherry 粒子まで
の距離を測定して分布を示した結果、JP2 あるいは Cav1 を中心として 500 nm 以内にお
いて発生した Ca2+スパークは、全体の約 58％および約 52%にであることが示された。
筋細胞で形成される Ca2+マイクロドメインには大別して 2 種類ある。一つは、細胞膜と
筋小胞体間の距離が 20 nm 程度の範囲内に存在するようなマイクロドメインである。





スパークの中心から 150~300nm 圏内（Ca2+濃度に換算して 10M になる範囲）(58)、あ










第Ⅲ章 2-3, 2-6, 2-11 で行った MCD 処理および Cav1 欠損によるカベオラの有無が与
える分子共局在率の変化は、JP2-Cav1、Cav1-RyR、JP2-BKのいずれも約 15%減少した。
JP2 は N 末端側に存在する細胞膜脂質を認識する MORN motif によって細胞膜と相互作
用する(22)。特に、PI(4,5)P2や PI(3,4,5)P3といった脂質に対して MORN motif がより強い親
和性を示していることが報告されており、カベオラがこれらを含有することが示唆され
ている(55) (59) (60)。JP2 と Cav1 自体に加えて、これらの脂質との相互作用を介して、
さらに各分子の局在に促進的に寄与していることが考えられる。 
 
第Ⅲ章 2-4 より、JP2 と Cav1 の結合に関与する重要なアミノ酸残基は 286~290 番目
の“TTTET”である可能性が示唆された。このアミノ酸残基は joining region と呼ばれる領
域に含まれており、このドメインは、VDCC (25)や TRPC3 (24)、RyR2 (26)との相互作用
における重要な残基が含まれる領域であることが報告されている。また、第Ⅲ章 2-10
より BKCaチャネルについても同様に joining region が結合に重要であることが新たに示
された。本研究の成果を加味すると、joining region は各種分子との分子間相互作用にお
いて重要な領域であることが考えられる(61)。特に、平滑筋のカベオラには多くのイオ
ンチャネルやトランスポーターが局在していることが知られており(34) (62) (63) (64)、
joining region が JP2とこれらの以外の分子との相互作用に対しても促進的に関与する可
能性が考えられる。 
 
第Ⅲ章 2-16 では血管平滑筋において、JP2 が RyR の活性を定常的に抑制しているこ
とが示された。JP2 が RyR2 の活性を抑制的に制御する性質は心筋においても知られて
おり、JP2 が RyR2 に直接結合して開口確率と開口時間を抑制することが明らかにされ
ている(26) (65)。RyR の活性が向上した方が筋収縮に対して促進的な影響があるように
も考えられるが、心筋では JP2 の発現減少によって RyR2 からの自発的な Ca2+放出の頻
度が増加することで一回当たりの CICR における Ca2+放出量が減少して、心機能に対し
て不利に働くことが知られている(65) (66)。また、JP2 のノックダウンによって Ca2+ス
パークの継続時間半値幅（FDHM）および面積半値幅（FWHM）もそれぞれ延長、拡大
することが認められた。この現象は、RyR からの Ca2+放出による影響のほかに、細胞質
中の遊離の Ca2+を排出する細胞膜上の Ca2+ポンプや Na+/Ca2+交換体、筋小胞体膜上の
Ca2+取り込みポンプである SERCA といった分子群の機能に対する影響が考えられる。








第Ⅲ章 2-17 では JP2 のノックダウンによって STOCs の Amplitude および積分値が有
意に減弱した。その原因は、Ca2+シグナル（RyR からの Ca2+スパーク）あるいは、その
効果器（BKCa チャネル）自体の機能的な減弱ではなく、BKCaチャネルと RyR の間での
Ca2+シグナル伝達効率が低下したことが原因であると考えられる。大きな STOCs が生
じるためには、BKCaチャネルと RyR が近接して局在する必要がある。正常な平滑筋細
胞では、STOCs の Amplitude は BKCa チャネルの活性と Ca2+スパークの Amplitude に依
存し、STOCs の Frequency は BKCaチャネルの活性と Ca2+スパークの Frequency に依存
する。第Ⅲ章 2-15 および 2-16 では JP2 のノックダウンによって、BKCaチャネル自体の
活性が変化しないこと、RyR からの Ca2+スパークの Amplitude が変化しないこと、Ca2+
スパークの Frequency が増加することが示された。すなわち、血管平滑筋において JP2
が BKCaチャネルと RyR が最近接して局在する細胞膜と筋小胞体膜の結合膜構造を構築
していることが考えられる。  
 
BKCaチャネルあるいは RyR の遺伝子欠損マウスは、STOCs の減弱および欠損によっ
て平滑筋が過緊張状態となることで高血圧や頻尿などの表現型を呈することが知られ








現が多い JP2の変異は心肥大、心房細動などとの関連が示唆されており(26) (53) (54) (67)、
脳に発現する JP3 の変異は家系遺伝性のハンチントン病と関連する可能性が報告され
てきた(68)。また、心不全患者由来の心筋において JP2 の発現が減少することも報告さ
れている(69)。このような JP2 の発現制御に関与すると想定される分子機構は 2 種類が
知られている。一つは micro RNA（miR-24）による JP2 mRNA の発現調節機構であり(70)、
もう一つはCa2+依存性タンパク質分解酵素のカルパインによる JP2タンパク質の分解で
ある(71)。これらの報告を踏まえ、心筋の JP2 は治療ターゲットとしても注目されつつ
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